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Abstract: Aldehyde deh刈rogenase 2 (ALDH2) gene genotyping method using genomic DNA extracted from 
oral mucosa sample has been established in collaboration between Hamamatsu University, School of Medicine 
and Shizuoka Institute of Science and Technology (SIST). The method was successfully applied to life 
science laboratory class of Department of Materials and Life Science of 51ST. Here we describe the 





点では水曜の午後l時から 5 時 50 分までの 3 コマ（1コ
マ 9『分と休憩 10 分）を連続〕で実施している. 
内容としては大きく 2 つに分かれ，前半を微生物 2 テー 
マ（徴生物の取り扱い，形質転換），酵素実験 1テーマ（酵
素反応）,の合計 3 テーマ，後半で遺伝子工学系実験の 3 
テーマ（酬A 抽出，ポリメラーゼ連鎖反応（PCR〕・制限酵
素消化（R凡P)，遺伝子塩基配列解読(DNA シークエンシン
グ〕），の総合計 6テーマを，1 テーマについてそれぞれ 2 
週間すなわち 1週問をおいた 2 日間の午後全部（1テーマ
について合計 6 コマ）を使って実施レている，履修学生数





PCR-RFLP, DNA シークエンシング，の 3 つがこの順番で連
続するようにローテーションを組んでいる‘ 1 班 (8--10 
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会に諮り,学生実験において匿名化した学生の DNA からの 
AL囲2 遺伝子の PCR 産物をペクター』NA に組換えて大腸菌
に形質転換することについての承認を申請した．また，個
人情報保護については文部科学省，厚生労働省，経済産業


















採取 DNA を実験終了後にすぺて廃棄する，②DNA 採取を希
望しなかった学生も実験に参加させ，単位認定に不利にな
らぬよう配慮する，③問題が生じた場合は対策・措置を講













高いのが Aflhl田（旧称 ADH2 とも呼ぶ））によりアセトアル
デヒドに酸化される (Fig. 1)‘このアセトアルデヒドは細











酢酸は補酵素 A とアセチ)レ CoA を生成し，ミトコンドリア






ル系民族は凡朋2 の不活性型が約 20'40％存在する5- fl. 
凡朋2 は 12 番常染色体長腕上に存在しメンデル型の遺伝
を経て継承され，この遣伝子のエクソン 12 番のほぼ最後
に近いところの 487 番目のコドンは正常型であれば [弘幻
でアミノ酸のグルタミン酸をコードする（AL囲みI,N（正
常〕型）．しかしながら同コドンの最初の 1 塩基 C だけが今
から 2.5~ 3 万年前に中国大陸南部の最初のひとりの人で






























ー方 AD川B 遺伝子は欧米人の 90％で見出された型が 
ADII田*1ノ打 とされたが，実際にはこれはこの酵素の不活
性型であり，のちに見出され，逆に日本人の 90％などに
見出される ADH 1 B* 2ノ理が正常の高活性型であった．ADU I B 
は 4 番染色体長腕にあり，エクソン 3 番のはじめの方にあ
る 47 番目のコドンは欧米で主流の低活性型であれば
にGC」で，アルギニンをコードする (ADH1B*LD(欠損型）}. 







































このチューブを室温で毎分 3『伽回転 10 分間程度の遠心
分離を行い，ロ腔粘膜剥離細胞を沈殿させる」上清をデカ
ンテーションで除去レ，STE 緩衝液（強力な界面活性剤で
あるドデシル硫酸ナトリウムとト I)ス緩衝液（pH 7.4). 
エチレンジアミン 4 酢酸ナトリウム，とNaC 1 の混合)lmL 
で分散後，タンパク質分解酵素 Proteinase ‘を4叩“g 




回転・3 分程度遠心し，上清から舶0"L を 2 回別女の新 
チュープに採取する. それぞれにフエノール・クロロホル
ム・イゾアミルアルコールの混合液（体積比巧対 24 対 1) 
の 2 層分離した下層部を等量（6011 u L）ずつ添加し，巧
秒程度振動撹押する．その後，再び冷却高速遠心分離機で
毎分 12000 回転‘ 5 分程度遠心，液々抽出をおこなう. 
この 2 本の各チューブ内で 2 層分離した層のうち，DNA 
の抽出（「フエノクロ抽出」）された上層の水層を境界層の 
タンパク質をとらないように気をつけながら &00"L 採取 
し，新しい 2 本のチューブに移す．これらに，I SO ii if0! 







粘膜剥離細胞を大量に採取させている. また，同時に 2 
本のチューブでDNA を抽出させているが，2 本共に DNA 0) 
148 VoL23,20 15 
糸くずが見えた場合には，最初に抽出したチューブの中の 
DNA を後続の反応に適用できるよう処理し，他の 1本につ






機で毎分 15000 回転 10 分間遠心し液層を捨てて，冷凍
和％エタノール 500 it L を入れ毎分 15000 回転 2 分間の遠
心，洗浄を行う. チュープを取り出し液層をビベッターで












Fl島3 抽出した染色体DNA の紫外吸光スペクトル 
260 rim にピークを持つ， 
翌週は DNA 0)定性・定量実験等を行っている, 冷蔵保存
していた染色体朋A 原液約 SOuL から 20 it L を採取し，イ
オン交換水で 5O 倍希釈して石英製の分光セルに入れ，紫  
外可視分光吸光光度計で 2叩皿から34Oninの波長の間の吸
光スベクトルを取り，260皿に吸光ビークを持つ DNA 0)特
徴的なスベクト)レ (Fig. 3) を観察させる，そして同時に 
26om と 28on血の吸光度を記録させ‘ 260nm の吸光度から 




を観測させて純度指標が DNA の特徴的ピークの吸光度と， 
タンパク質の特徴的ピークの吸光度の比率をとる意味を
納得させる. また並行して，原液の DNA を希釈して 95t 
で 20 分ほど加熱する前後の吸光度の変化を記録させ，2 








を各自に消させる. 教員は 2 枚ペアーの小さなシールに 1 
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続いて，ALm2 遺伝子工クソン 12 番の後ろの方の多型





を用い (Fig.4)，匿名化した学生自身の染色体 FJNA 約 0.] 
-1ngを鋳型として，PCR 
95で・8 分 




PCR 産物は DNA サイズマーカーと並行してアガロースゲ
ル電気泳動をおこない，目的サイズの位置にエチジウムブ
ロマイドの蛍光バンドを視認させて PCR の成功を確認さ
せる (Fig. 5). 
Fig.5 電気泳動によるPCR産物生成の確認. 
9サンプルについて目的の長さ251bp(塩 基 対〕 の バ ンドを
確認，NC: ネガティブコントローJk 
るようにしていた 4). その後，5 年前に山田により，新規
に上市された ljPRに変更した+ Iboll だと，プライマ 
ーのすぐ 3’末端近くで消化されるため，プライマーを長
くしておかないと R凡P で断片の長さの違いの判別が難し




物を限外ろ過チ 251 引加 
215" ューブあるいは 
ゲルろ過スピン 
132 bp カラムで精製し 32" 
た後・制限酵素 83 い 
Isp RI で 65で，1 
時間の消化をお 
36Lp こない，アガロ1 3 " 
+ スゲル電気泳動 
恥7 ALDH2多型の RI丁正〕パターン , での消化断片長 Fig. 
パターンから遺 
伝子型を判定する (Fig.8). 










異導入を行い Albo II の認識配列「G品“」の最初の G の部
分に多型を合わせ，多型により消化，非消化を判断でき 
	 郎』1 	 ' 
噌 ml忙●●”●●柳Tひ●●“"'”●4”●4"4叫11'"4●●」”“●●●4・●” 
" """"”」””m加ー“”一’""'"1”竺でで器押’ 
‘ 	 師1" 	 ' 
T 1i融晴．棄活性，“〕 
一自Ul 	 叱 	 鼎淵t嚇 
N~amn工~知1" 	 ”」““」“"'""“北1い 
誹 b 	 ● 	 ‘ 	  口2‘, 





限酵素 I3ffl HI の認識配列が添付してあり，初期の頃は遺







イマーを用いた遺伝子解読を行い，N 型か D 型かどちらか
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Fig.6 ALDH2・PCR 産物の均,RI 消化による
遣伝子型判定‘ 





い，KR 増幅した領域の AL朋2 遺伝子の塩基配列を解読す
る，学内に導入した朋A シークエンサー（ジェネティック
アナライザー，Applied Biosysteuis 社 3 100-Avait t) は 









を読ませるようにしている. このようにして 2 名1チーム
で共同して 1 サンプルずつのシークエンシング反応と精
製の実験を進めてゆく． 




プライマーに用い（Fig.4), 各 PCR 産物にそれぞれシーク
エンシング反応 
95で・3 分 









変異を確認させる (Fig. 9). 
正常型のホモ： NN二 GAA+GAA 
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色体 DNA が充分量抽出でき，此R 反応に用いることができ
ると同時に，標本として自らの DNA ストラップを作ること
ができる（実質約半数の学生がストラップ作成に成功す






さらに他大学ではほとんど行なっていない PCR 直接シ 
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